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(54) Title: USE OF SEM APHORIN 3A FOR DIAGNOSING AND TREATING CANCER, ESPECIALLY PROSTATE CANCER 

(54) Titre : UTILISATION DE LA SEM APHORINE-3 A POUR LE DIAGNOSTIC ET LE TRAITEMENT DU CANCER, NO- 
TAMMENT DE LA PROSTATE 

(57) Abstract: The invention relates to a method for in vitro evaluation of the aggressiveness of tumoral cells by measuring the 
level of expression of all or part of a gene coding for semaphorin 3A in healthy epithelial cells and in epithelial tumoral cells. The 
invention also relates to a method for inhibiting the invasive power of said epthilelial tumoral cells, consisting in increasing the levels 
of semaphorin 3A levels present in and/or in the vicinity of said epithelial tumoral cells. 

(57) Abrege : La pre\sente invention conceme un procede devaluation in vit ro de l'agressivite de cellules tumorales par mesure du 
niveau d' expression de tout ou parti e du gene codant pour la semaphorine-3A dans des cellules epitheliales saines et dans des cellules 
tumorales epitheliales. Elle concerne egalement un proc6d6 d T inhibition du povoir invasif desdites cellules tumorales epith&iales 
qui consiste a augmenter le taux de s6maphorine-3A present au sein, et/ou a proximity, desdites cellules tumorales epitheliales. 
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Inter Application No 
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A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/68 A61K38/17 



A61K48/00 A61K31/00 G01N33/00. 



According to Inlemational Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 
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Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 
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EPO-Internal , MEDLINE, BIOSIS, CANCERLIT, EMBASE, WPI Data, PAJ 
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Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, ol the relevant passages 



Relevant lo claim No. 



WO 99 29729 A (TAKASHIMA SEIJI ;KLAGSBRUN 

MICHAEL (US); MIAO HUA QUAN (US); SOKER) 

17 June 1999 (1999-06-17) 

cited in the application 

page 15, line 11 -page 16, line 23 

-/- 
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'E* earlier document but published on or after the international 
faing date 

*L" document which may throw doubts on priority ctaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'C document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•p' document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X 1 document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

°Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
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Intel application No 
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Category ° Citation ol document, with indication.where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



BRAMBILLA E ET AL: "Semaphorin SEMA3F 
localization in malignant human lung and 
cell lines: A suggested role in cell 
adhesion and cell migration." 
AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY. UNITED 
STATES MAR 2000, 

vol. 156, no. 3, March 2000 (2000-03), 
pages 939-950, XP002243901 
ISSN: 0002-9440 
abstract 

page 941, right-hand column, last 
paragraph -page 945; table 2 
page 949 

LATIL A ET AL: "VEGF 0VEREXPRESSI0N IN 
CLINICALLY LOCALIZED PROSTATE TUMORS AND 
NEUR0PILIN-1 0VEREXPRESSI0N IN METASTATIC 
FORMS" 

INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, NEW YORK, 
NY, US, 

vol. 89, no. 2, 

20 March 2000 (2000-03-20), pages 167-171, 

XP001025512 

ISSN: 0020-7136 

abstract 

page 171, left-hand column, paragraph 2; 
table 1 

THOMASSET N. ET AL: "SEMA3A/VEGF165 
BALANCE MEDIATES MIGRATION AND APOPTOSIS 
OF PRIMITIVE NEUROECTODERMAL TUMOR CELLS 
THROUGH DIFFERENTIAL" 
MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, BETHESDA, 
MD, US, 

vol. 11, no. SUPPL, 

December 2000 (2000-12), page 85A 

XP001057520 

ISSN: 1059-1524 

abstract 
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Form PCT/lSA/210 (continuaiion ol second shea J) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/FR 02/00118 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreporthas not been established imespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 

1. [x~| ClaimsNos.: 

1 — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Although Claims 10-15 relate to a method for treatment of the human or animal body, 
the search was carried out on the basis of the alleged effects of the compound or 
composition. 

2. Q ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. PI ClaimsNos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6. 4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
searchable claims . 

2. A^ aU searchable daims could be searched wimou^ 
of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. 1 I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
1 — 1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



The additional search fees were accompanied by the apphcant's protest. 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Remark on Protest 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Ution on patent family members 



Inter Dplicatlon No 

PC ./tiv u2/00118 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 



WO 9929729 



17-06-1999 



AU 


1633999 


A 


28-06-1999 


AU 


1810499 


A 


28-06-1999 


AU 


1810899 


A 


28-06-1999 


AU 


1906099 


A 


28-06-1999 


CA 


2313348 


Al 


17-06-1999 


CA 


2313390 


Al 


17-06-1999 


CA 


2313607 


Al 


17-06-1999 


EP 


1037981 


Al 


27-09-2000 


EP 


1037925 


A2 


27-09-2000 


EP 


1037994 


Al 


27-09-2000 


JP 


2002505078 


T 


19-02-2002 


JP 


2001526032 


T 


18-12-2001 


WO 


9929861 


Al 


17-06-1999 


WO 


9929729 


A2 


17-06-1999 


WO 


9930157 


A2 


17-06-1999 


WO 


9929858 


Al 


17-06-1999 


US 


2002132774 


Al 


19-09-2002 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dems nationals No 

PC1/I-K 02/00118 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA OEMANDE , 

CIB 7 C12Q1/68 A61K38/17 A61K48/00 A61K31/00 G01N33/00 



Seton la classification internal ionale des brevets (CIB) ou a la lots selon ia classification natbnate et ta CIB 



B. DOMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symbotes de dassement) 

CIB 7 C12Q A61K 



Documentation consultee autre que ta documentation minimale dans la mesure oil ces documents relevent des domaines sur lesquets a pone la recherche 



Base de donnees etectronlque consultee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, el si realisable, lermes de recherche 

EPO-Internal , MEDLINE, BIOSIS, CANCERLIT, EMBASE, WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 9 Identification des documents dies, avec. le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 99 29729 A (TAKASHIMA SEIJI ;KLA6SBRUN 

MICHAEL (US); MIAO HUA QUAN (US); SOKER) 

17 juin 1999 (1999-06-17) 

cite dans la demande 

page 15, Hgne 11 -page 16, ligne 23 

-/- 
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| X| Voir la su*e du cadre C pour la fin de la liste das documents 



El 



Les documents de families de brevets sont indlques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

'A' document defintesant Petal general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

*E* document anierieur. mais publie a la date de depot international 
ou apres cette dale 

V document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

'O* document se referent a une divulgation orale, dun usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

•P' document publie avant la date de depot international, mais 
posterieuremenl a la date de priorite revendiquee 



*T # document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorle constrtuant la base de r Invention 

*X* document particulierement pertinent; Tinven lion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouveUe ou comme imptiquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

'Y' document particulierement pertinent; Hnven tlon revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du matter 

document qui tail parlie de la meme lamille de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effectivement achevee 



12 juin 2003 



Date d'expedltion du present rapport de recherche intemationale 



27/06/2003 



Nom el adresse postale de radministration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5816 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rqswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctlonnaire autorise 



Renggll-ZulUger, N 



Fonnubire PCT/ISA/210 (deuxiame teuilJe) GuUtet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



De rationale No 

PU/FK U2/00118 



C(sulte) DOCUMENTS CONSIDER ES COM ME PERTINENTS 


Categorie * 


Identification des documents cites, avec,ie cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 


no. des revendications vis6es [ 


X 


BRAMBILLA E ET AL: "Semaphorin SEHA3F 


1-18 




localization in malignant human lung and 






cell lines: A suggested role in cell 






adhesion and cell migration." 






AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY. UNITED 






STATES MAR 2000, 






vol. lbo, no. 6, mars tuuu vtOuo-Uo 1 , 






pages 939-950, XP002243901 






ISSN: 0002-9440 






abrege 






page 941, colonne de droite, dernier 






alinea -page 945; tableau 2 






page 949 

: | 




A 


LATIL A ET AL: "VEGF OVEREXPRESSION IN 
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CLINICALLY LOCALIZED PROSTATE TUMORS AND 






NEUROPILIN-1 OVEREXPRESSION IN METASTATIC 






FORMS" 






INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER, NEW YORK, 






NY, US, 






vol. 89, no. 2, 20 mars 2000 (2000-03-20), 






pages 167-171, XP001025512 






ISSN: 0020-7136 






abrege 






page 171, colonne de gauche, alinea 2; 

m 9 9 & 7 7 






tableau 1 




A 


— 

THOMASSET N. ET AL: "SEMA3A/VEGF165 
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BALANCE MEDIATES MIGRATION AND AP0PT0SIS 






OF PRIMITIVE NEUROECTODERMAL TUMOR CELLS 






THROUGH DIFFERENTIAL" 






MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL, BETHESDA, 






MD, US, 






vol. 11, no. SUPPL, 






decembre 2000 (2000-12), page 85A 






XP001057520 






ISSN: 1059-1524 






abrege 











Formulaire PCT/ISA/2 1 0 (suite de la deuxieme teuille) (juillet 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



D 



Internationale n° 



TCT/FR 02/00118 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherch => 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 



se rap portent a un objet a regard duquel i'ad ministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

Bien que les revendications 10-15 concernent une methode de traitement du 
corps humain/animal , la recherche a ete effectuee et basee sur les effets 
imputes au produit/a la composition. 



se rapportent a des parties de la demande intemationale qui ne remplissent pas sutfisamment les conditions prescrites pour 
qtfune recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de ia regie 6.4 .a). 



Cadre il Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande intemationale, a savoir: 



1. |1 Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 

1 — 1 Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire robjet d'une recherche. 



IZZ) Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justiflant une taxe additionneile, ['administration n'a sollicite le paiement tfaucune taxe de cette nature. 



| 1 Comme une partie seulement des taxes adcfitionnelles demandees a ete payee dans les delais pane deposant, le presen 
1 — 1 rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 
les re ve negations n 06 



[ Aucune taxe additionneile demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
1 — 1 de recherche Internationale ne porte que sur r Invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 







Remarque quant a la reserve 





Le paiement des taxes additionnelles n'etalt assort d'aucune reserve. 



Formutaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 
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publication 
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publication 


WO 9929729 A 


17-06-1999 


AU 


1633999 


A 


?ft-Dfi-T QQQ 1 
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CO uu 1777 




AU 


1810899 
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CO uo 1777 




AU 


1906099 
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CA 


2313348 


Al 
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1 / UO 1777 
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2313390 


Al 
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2313607 


Al 
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EP 


1037981 


Al 
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CD 

tr 


1 fl^7Q?R 
IUO/ ?tD 


A9 
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CI U7 C\I\i\J 




EP 


1037994 


Al 


CI U7 CXJyJyj 




JP 


2002505078 


T 


19-02-2002 




JP 


2001526032 


T 


18-12-2001 




WO 


9929861 


Al 


17-06-1999 




wo 


9929729 


A2 


17-06-1999 




wo 


9930157 


A2 


17-06-1999 




wo 


9929858 


Al 


17-06-1999 




us 


2002132774 


Al 


19-09-2002 
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(43) Date de la publication Internationale 
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(10) Numero de publication Internationale 

WO 02/086157 A2 



(51) Classification internationale des brevets 7 : C12Q 1/68 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR02/00118 

(22) Date de depot international : 

11 janvier 2002(11.01.2002) 



(25) Languede depot: 

(26) Langue de publication : 



francais 
francais 



(30) Donnees relatives a la priorite : 

60/284 t 508 19 avril 2001 (19.04.2001) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US) : URO- 
GENE SOCIETE ANONYME [FR/FR]; 4, rue Pierre 
Fontaine, F-91000 Evry (FR). 

(72) Tnventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : LATIL, 
Alain [FR/FR]; 2, pare de Diane, F-78350 Jouy en Josas 
(FR). CUSSENOT, Olivier [FR/FR]; 60, rue du Capi- 
taine Ferber, F-75020 Paris (FR). ALGARTE-GEN1N, 
Michele [FR/FR]; 85, boulevard Pasteur, appartement 
F210, F-75015 Paris (FR). 



(74) Mandataire : SAUVAGE, Renee; Cabinet Sauvage, 6 
boulevard Soult, F-75012 Paris (FR). 

(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, H, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, 
YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FT, FR, GB, GR, 
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAPI (BF, BJ, 
CF, CG, a, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, 
TD, TG). 

Publiee : 

— sans rapport de recherche internationale, sera repubhee 
des reception de ce rapport 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: USE OF SEMAPHORIN 3A FOR DIAGNOSING AND TREATING CANCER, ESPECIALLY PROSTATE CANCER 

^5 (54) Titre : UTILISATION DE LA SEMAPHORINE-3A POUR LE DIAGNOSTIC ET LE TRAITEMENT DU CANCER, NO- 
TAMMENT DE LA PROSTATE 

in 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for in vitro evaluation of the aggressiveness of tumoral cells by measuring the 
SO level of expression of all or part of a gene coding for semaphorin 3A in healthy epithelial cells arid in epithelial tumoral cells. The 
00 invention also relates to a method for inhibiting the invasive power of said epthilelial tumoral cells, consisting in increasing the levels 
^ of semaphorin 3 A levels present in and/or in the vicinity of said epithelial tumoral cells. 
fN 

(57) Abrege : La presente invention concerne un procSde d' evaluation in vit ro de l'agressivite de cellules tumorales par mesure du 
Q niveau d' expression de tout ou partie du gene codant pour la semaphorine-3A dans des cellules epitheliales saines et dans des cellules 

tumorales epitheliales. Elle concerne egalement un procexte d' inhibition du povoir invasif desdites cellules tumorales epitheliales 
^ qui consiste a augmenter le taux de semaphorine-3A present au sein, et/ou a proximite*, desdites cellules tumorales epithSliales. 



WO 02/086157 



PCT/FR02/00118 



Utilisation de la semaphorine-3A pour le diagnostic et 
le traitement du cancer, notamment de la prostate. 

La presente invention concerne, d'une maniere generale, 
5 le diagnostic, 1' evaluation et le traitement de cancers, et 
plus particulierement du cancer de la prostate. De manidre 
specif ique, la presente invention a pour objet un precede 
devaluation du pouvoir invasif des cellules tumorales et un 
procede de traitement desdites cellules tumorales. La 
10 presente invention decrit egalement des kits et compositions 
pour la mise en oeuvre desdits procedes. . : 

Actuellement , le cancer de la prostate est, apres le 
cancer broncho-pulmonaire, le cancer le plus repandu chez 
l'homme, et plus particulierement chez l'homme de plus de 50 
15 ans (1, 2, 3) [les chiffres en gras, entre parentheses, 
renvoient a la liste de references bibiiographiques annexee] . 

Du fait de 1 1 importance et de 1 ' accroissement du nombre 
d'homme atteints par ce cancer, I 1 etude de son developpement 
et la recherche de* traitements ef f icaces et peu couteux sont 
20 devenues, ces derniers temps, des priorites du monde medical. 

De maniere generale, trois processus majeurs 
participent au developpement des tumeurs epitheliales 
malignes, a savoir la proliferation, 1 1 invasion et 
1 1 angiogenese .• 

25 Dans une premiere etape, il se produit 1 ' augmentation 

de la masse tumorale due a la proliferation des cellules 
cancereuses et a la diminution des processus apoptotiques 
physiologiques . 

De fagon concomitante, 1 1 angiogenese est le processus 

3 0 qui conduit a la formation de vaisseaux sanguins venant 
vasculariser la tumeur et permettre son developpement. 
L 1 angiogenese consiste en la proliferation et la migration de 
cellules endotheliales saines des vaisseaux sanguins et 
lymphatiques situes a proximite de la tumeur, sous 1 1 ef f et de 

35 facteurs de croissance secretes par les cellules cancereuses. 
Ces facteurs de croissance sont par exemple les VEGF ; ils 
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agissent par 1 1 intermediaire de recepteurs exprimes a la 
surface des cellules endotheliales tels que VEGFR-1 (flt-1) 
ou VEGFR-2 (flk-1) . 

Dans une seconde etape, 1' invasion des tissus sains 
5 environnants conduit a 1" extension de la tumeur par deux 
mecanismes concomitants : (i) la degradation enzymatique de 
la lame basale et (ii) la migration des cellules vers les 
tissus environnants. Au final, 1 ! invasion peut conduire a la 
formation de metastases distantes, lorsque les cellules 

10 tumorales atteignent la circulation sanguine. 

Par. "proliferation" , il ■ faut comprendre , la 
multiplication rapide des cellules, ladite multiplication 
ayant lieu par division des cellules au moment de la mitose. 

Par "migration" , il faut comprendre la capacite qu'ont 

15 les cellules tumorales malignes a se deplacer. 

L'une des approches pour trouver des genes impliques 
dans ces differents processus a consiste a determiner et 
comparer les niveaux d f expression de nombreux genes chez des 
cellules saines ainsi que des cellules tumorales de maniere a 

20 mettre en evidence des differences d' expression au niveau 
desdites cellules saines et cellules tumorales. 

Les genes ainsi identifies peuvent servir a developper 
des procedes diagnostiques ou thgrapeutiques plus cibles en 
fonction du stade de developpement de la pathologie. 

25 Par cette approche, les inventeurs ont identifie, d f une 

part, la semaphorine-3A comme un potentiel gene suppresseur 
de tumeur et, d 1 autre part, le recepteur de la 
semaphorine-3A, la neuropiline-1, comme une cible 
therapeutique pour traiter les tumeurs epitheliales a un 

30 stade avancg . 

La neuropiline est un recepteur membranaire 
initialement dicrit dans les cellules du systeme nerveux puis 
identifie dans les cellules endotheliales et epitheliales. 
Deux formes de neuropiline ont ete decrites, la neuropiline-1 

35 et la neuropiline-2 , possedant des proprietes differentes. 
Ces deux formes ont pour ligands les semaphorines-3E et -3F 
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ainsi que le VEGF 165 tandis que seule la neuropil ine-1 est 
capable de fixer la semaphorine-3A avec une forte affinite 
(4) . La famille des semaphorines comprend une vingtaine -de. 
membres repartis dans 8 classes. Certains sont des proteines 
5 solubles secretees alors que d'autres sont des proteines 
transmembranaires . La classe 3 est la mieux caracteris6e et 
comprend six membres (Sema3A-F) . 

Dans les neurones, la neuropiline-1 est associee a des 
proteines membranaires de la famille des plexines (5, 6) . Ce 

10 recepteur heterodimerique a pour ligand la semaphorine-3A, 
qui entraine la ." repulsion du . cone • de . croissance en 
developpement . De nombreuses experiences ont montre un 
developpement des axones dans le sens oppose de gradients de 
semaphorine-3A participant ainsi au developpement 

15 architectural du systeme nerveux (7,8). 

Dans les cellules endothelials des vaisseaux sanguins, 
la neuropiline-1 est associee aux recepteurs de la famille 
VEGFR. Le recepteur heterodimerique forme par la 
neuropiline-1 et le VEGFR2 (flk-1) a pour ligand le VEGF 165 ,.et 

20 sa fixation audit ligand entraine une augmentation de la 
proliferation et de la migration cellulaires, deux m^canismes 
participant au processus de 1 ' angiog^nese, notamment au cours 
du developpement tumoral (9, 10, 11) . 

Enfin, la neuropiline-1 a egalement Ste identifiee dans 

25 des cellules tumorales d'origine epitheliale. Certains 
travaux ont montre que le VEGF 165 stimulait la migration de 
cellules gpitheliales tumorales exprimant la neuropiline-1. 
Sans vouloir etre lie par une quelconque theorie, il a §te 
propose que, dans ces cellules, la neuropiline-1 agisse oomme 

3 0 recepteur unique du VEGF 165 (12) . 

Sur la base de ces donnees, plusieurs procedes ont ete 
proposes visant a reduire le developpement des tumeurs par 
une inhibition de 1' action du VEGF 165 sur la neuropiline-1. 

Deux methodes ont, par exemple, ete proposees pour 

35 empecher la fixation du VEGF 165 sur la neuropiline-1. 
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Tout d'abord, 1 1 utilisation de formes solubles de la 
neuropiline-1 capables de fixer le VEGF 165 dans le milieu 
extracellulaire . Deux formes solubles de la neuropiline-1 ont 
ete decrites. II s'agit des formes nominees Sll et S12 qui 
5 correspondent a des variants d'epissage de la neuropiline-1 
(13). L'isoforme s 12 NRP peut se fixer sur le VEGF 165 . La 
surexpression de s 12 NRP dans des cellules AT2 (carcinome 
prostatique de rat) injectees chez 1' animal diminuent le 
developpement de la tumeur (14) . 

10 Par ailleurs, 1 'utilisation de molecules entrant en 

competition avec le VEGF 165 . a 6te proposee, et en particulier. 
1 'utilisation de la semaphorine-3A. 

Plusieurs etudes ont montre que, dans les cellules 
endotheliales, la semaphorine-3A etait capable d'entrer en 

15 competition avec le VEGF 165 pour se fixer sur la 
neuropiline-1. Cela entralne une reduction de 1'effet du 
VEGF 165 sur la proliferation des cellules (15, 16) . 

II a egalement ete recemment decrit que le VEGF 165 et la 
.semaphorine-3A, en entrant mutuellement en competition pour 

20 se fixer a la neuropiline-1, agissent sur la migration et la 
retraction cellulaire (12) . 

WO 99/29729 decrit 1 1 utilisation d'un antagoniste de la 
neuropiline-1, et plus particulierement d ! un membre de la 
famille semaphorine/collapsine, qui a une activite 

25 antagoniste au VEGF 165 pour inhiber les metastases chez un 
patient ayant des cellules tumorales malignes. 

Plus particulierement, /WO 99/2 972 9 met en evidence que 
des membres de la famille semaphorine/collapsine ne sont pas 
seulement des inhibiteurs de I'adressage neuronal, mais 

30 qu'ils sont egalement des inhibiteurs de la mobilite des 
cellules endotheliales et tumorales qui expriment la 
neuropiline-1. Le mecanisme propose est que la semaphorine-3A 
entre en competition avec le VEGF 165 au niveau de la 
neuropiline-1 et bloque ainsi la voie favorisant 

35 1 ' angiogenese . C'est cette action anti-angiogenique qui 
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serait responsable de l 1 inhibition du developpement de la 
tumeur. 

Un tel mode d 1 action de la semaphorine-3A sera appele 
par la suite "voie VEGF " . 
5 En d'autres termes, la semaphoririe-3A n'avait ete 

decrite, jusqu'a ce jour, que pour son activity antagoniste 
du VEGF 165 . En effet, la croissance d'une tumeur necessite que 
sa vascularisation soit suffisante pour que l'oxygene et les 
nutriments indispensables a son developpement et a sa 

10 division rapides lui soient apportes. Une telle 
vascularisation est ■ assuree par 1 1 angiogendse • qui est,, 
elle-meme, augmentee par 1' action du VEGF 165 lie a la 
neuropil ine- 1 . Le blocage de cette action, au moyen d'un- 
antagoniste du VEGF 165 , comme la semaphorine-3A qui, en se 

15 liant a la neuropil ine- 1, empeche que le VEGF 165 le fasse, 
inhibe 1 ■ angiogenese et de ce fait, diminue la proliferation 
et la migration des cellules tumorales. 

La presente invention se situe done dans un autre 
• domaine que celui de I'art anterieur, en ce sens qu'elle <• 

20 concerne les cellules epitheliales, et non les cellules 
endotheliales, et qu'elle repose sur la mise en evidence 
d'une action directe de la semaphorine-3A sur l'invasivite 
des cellules tumorales, action totalement independante du 
VEGF 1€5 et inconnue a ce jour. 

25 Ainsi, la presente invention concerne une action 

directe. sur 1 1 invasion des cellules tumorales, et non une 
activite anti-angiogenique . Sans vouloir etre lie par une 
quelconque theorie, les inventeurs pensent que la 
semaphorine-3A interagit avec la neuropiline de maniere 

30 distincte du VEGF 165 et entralne une r^ponse biologique 
distincte. 

Plus particulierement, selon un premier aspect, la 
presente invention concerne un procede d' evaluation in vitro 
de 1 ^gressivite de cellules tumorales d'un echantillon de 
35 tumeur a tester qui consiste a mesurer le niveau d' expression 
de tout ou partie du gene codant pour la semaphorine-3A dans 
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des cellules epitheliales saines et dans des cellules 
tumorales epitheliales dudit e chant il Ion et a declarer 
. lesdites cellules tumorales comme etant a fort pouvoir 
invasif si une sous -expression dudit gene y est observde. 
5 Par "expression", on entend tout mecanisme conduisant, 

a travers la transcription de l'ADN en differents ARN et la 
traduction de 1 1 ARNm en proteines, au decodage de 
1 1 information genetique contenue dans le materiel 
hereditaire. Plus particulierement , le niveau d 1 expression 

10 d'un gene peut s'effectuer au niveau des ARN ou au niveau des 
peptides/proteines. 

Une " sous -express ion" aboutira a une quantite de 
produits d 1 expression inferieure a celle obtenue suite a une 
expression normale et, au contraire, une "sur-expression" 

15' aboutira a une quantite superieure. 

Par "tout ou partie" il faut comprendre que le gene 
peut consister soit en l 1 ensemble de la sequence 
nucleotidique codant pour la semaphorine-3A, soit en une 
partie seulement de celle-ci, a condition que la. sequence 

20 conserve la capacite a coder pour ledit gdne (homologue 
fonctionnel) . Par "partie de la sequence", il faut comprendre 
une region de ladite sequence nucleotidique depourvue d'un ou 
plusieurs nucleotides terminaux. Il peut egalement s'agir 
d'une region de la sequence nucleotidique dans laquelle un ou 

25 plusieurs nucleotides ont ete deletes ou substitu^s par 
d'autres nucleotides. 

La presente invention envisage done de quantifier tous 
les produits resultant de 1' expression du gene codant pour la 
s<Smaphorine-3A, par exemple les ARN, mais aussi les ARNm ou 

30 encore les peptides/proteines. 

Par "fort pouvoir invasif", il faut comprendre une 
forte probability d'une extension extracapsulaire et de 
formation de metastases. 
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En pratique, le procede selon 1' invention comprend les 
Stapes suivantes : 

i) quantification in vitro du produit d' expression de 
tout ou partie du gene codant pour la semaphorine-3A au sein, 

5 d'une part, desdites cellules tumorales et, d ! autre part, 
desdites cellules saines, 

ii) comparaison des r€sultats obtenus a l'etape i) , et 

iii) declaration de la tumeur comme etant a fort 
pouvoir invasif si une sous -expression d f un facteur d f au 

10 moins 30, et de preference d'au moins 10, est observee . 

Par "produit d 1 expression" , il faut comprendne • tout 
produit, sous quelque forme que ce soit, resultant du 
mecanisme d 1 expression, tel que decrit plus haut. 

La quantification in vitro du produit d' expression de 

15 tout ou partie du gene' codant pour la semaphorine-3A peut 
etre effectu£e par toute technique connue de l'homme de 
l'art, comme par exemple un dosage d ! expression d'ARNm codant 
pour la semaphorine-3A par RT-PCR ou encore un dosage de la 
semaphorine-3A par des anticorps specif iques. 

20 Du fait des variations importantes entre individus, les 

valeurs de reference sont, de preference, obtenues par dosage 
dans des cellules de tissu prostatique sain, issues du m§me 
patient. 

Bien que la presente invention s 1 applique a tous les 
25 types de* cancer, elle vise plus particulierement les cellules 
prostatiques . 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention 
concerne £galement un procede devaluation in vitro de 
l'efficacite d'un traitement anti-tumoral qui consiste a 

30 mesurer, sur un prelevement de cellules tumorales 
epitheliales, le niveau d' expression de tout ou partie • du 
gene codant pour la semaphorine-3A a des intervalles de temps 
predetermines et a declarer ledit traitement comme efficace 
si l'on observe, au cours des differents intervalles de temps 

35 predetermines, une augmentation de 1' expression de tout ou 
partie du gene codant pour la semaphorine-3A. 
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Ainsi, il est possible de - suivre 1' evolution d'un 
traitement donne chez un patient et, le cas echeant, modifier 
celui-ci si les resultats obtenus ne sont pas satisf aisants . 

Dans une premiere variante d 1 execution de . 1 1 invention, 
5 ledit produit d 1 expression consiste en des ARN et/ou ADNc. 

Dans ce cas, la presente invention concerne egalement 
un kit ,pour la mise en oeuvre du procede objet de 1' invent ion 
qui comprend : 

a) les amorces s'hybridant specif iquement avec les ARN 
10 et/ou ADNc issus de tout ou partie du gene codant pour la 

semaphorine -3A, et 

b) les tampons et enzymes necessaires aux reactions 
d' amplification, de marquage et d' hybridation. 

Par "amorces", il faut comprendre toute sequence 
15 oligonucleotidique d'ADN s'hybridant specif iquement a une 
sequence complementaire d'ADN simple-brin, lors de 
1' initiation d'une replication. Les amorces utilisees dans la 
presente invention sont decrites plus loin. 

En- pratique,, la determination d 1 amorces s'effectue 
20 couramment, a partir de sequences connues, par mise en oeuvre 
de programmes inf ormatiques bien connus de l'homme de l ! art, 
tel que le programme Oligo 4 (National Biosciences, Inc., 
Plymouth, MN) . 

Dans une seconde variante d' execution de l 1 invention, 
25 ledit produit d' expression consiste en des proteines. 

Dans ce cas, la presente invention concerne egalement 
un kit pour la mise en oeuvre du procede objet de l 1 invention 
qui comprend : 

a) les anticorps se complexant specif iquement avec les 
30 proteines issues de tout ou partie du gene codant pour la 

semaphorine - 3 A , 

b) les tampons et enzymes necessaires aux reactions 
d ! amplification, de marquage et d 1 hybridation. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention 
35 envisage 1 1 utilisation de la semaphorine -3A pour le 
traitement du cancer de la prostate et, plus 
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particulierement , un procede d 1 inhibition du pouvoir invasif 
de cellules tumorales epitheliales qui consiste a augmenter 
le taux de s£maphorine-3A present au sein, et/ou a proximite, 
desdites "cellules tumorales epitheliales. 
5 Comme dScrit plus haut, la nouveaute d f un tel 

traitement reside, d'une part, dans le fait qu ! il cible 
uniquement l'invasivit^ des cellules tumorales epitheliales 
et, d 1 autre part, dans le fait que la semaphorine-3A agit 
directement sur lesdites cellules tumorales epitheliales, 

10 c ! est-a-dire independamment de la "voie VEGF" . 

Un premier mode de mise en oeuvre du. procede de 
traitement consiste a augmenter l 1 expression de tout ou 
partie du gene endogene codant pour la semaphorine-3A dans 
les cellules tumorales epitheliales et/ou a proximite 

15 desdites cellules. 

Par "gene endogene", il faut comprendre le ou les 
gene(s) codant pour la semaphorine-3A present (s) initialement 
dans chaque cellule epitheliale. 

Un deuxieme mode de mise en oeuvre du procede de 

20 traitement selon l 1 invention consiste a introduire, au sein 
desdites cellules tumorales epitheliales et/ou a proximite 
desdites cellules, tout ou partie d'une sequence 
nucleotidique codant pour la semaphorine-3A. 

L'expression "introduire" ne doit pas etre prise au 1 

25 sens litteral, mais envisage toute methode ayant pour 
resultat la presence de semaphorine-3A dans ou a proximite 
des cellules tumorales epitheliales. II peut aussi bien 
s'agir d'une introduction topique que systemique, par voie 
orale par exemple. 

30 Par "gene exogene" , il faut comprendre tout gene, ou 

• partie de gene, naturel ou synthetise, codanb .pour la 
semaphorine-3A qui n ! est pas present initialement dans chaque 
cellule epitheliale. 

Par exemple, un tel gene exogene peut se presenter sous 

35 la forme d'un polynucleotide purifie codant pour la 
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semaphorine-3A, ou encore d'un vecteur recombinant comprenant 
un polynucleotide codant pour la semaphorine-3A. 

Par "polynucleotide purifie", il faut comprendre tout 
polyribonucleotide ou polydeoxyribonucleotide, c 1 est-a-dire 
5 tout ADN ou ARN modifie ou non, double ou simple brin, qui a 
ete isole ou separe de son environnement naturel, et qui est 
debarrasse des residus auxquels il est nature llement associe 
a environ 60%, de preference environ 75%, et mieux environ 
90%. 

10 Par "vecteur", il faut comprendre tout systeme 

..d' expression viral ou non. viral connu de l ! homme de l'art. 

L 1 expression "recombinant" fait reference aux resultats 
de methodes et manipulations dans lesquelles des acides 
nucleiques, ou tout autre materiel biologique, sont clives, 

15 synth<§tises, combines ou autrement manipules in vitro 
enzymatiquement , chimiquement ou encore biologiquement pour 
obtenir les produits desires dans les cellules ou tout autre 
systeme biologique. 

Un vecteur recombinant peut etre un vecteur de clonage, 

20 d'expression ou d 1 insertion comme un vecteur de type AdV 
(adenovirus) ou encore AAV (adeno-asociated-virus) . 

Un troisieme mode de mise en oeuvre du procede de 
traitement selon 1' invention consiste a introduire, au sein 
desdites cellules tumorales epitheliales et/ou a proximite 

25 desdites cellules, un polypeptide comprenant tout ou partie 
de la s6maphorine-3A en l'etat ou partiellement mutee . 

Un quatrieme mode de mise en oeuvre du procede de 
traitement selon 1 1 invention repose sur la therapie 
cellulaire, c'est-a-dire le recours a toute methode utilisant 

30 des cellules afin de traiter la defaillance d'un tissu ou 
d'un organe. Plus particulierement , dans le cas present, il 
s'agira d 1 introduire au sein ou a proximite de 1 ' organe a 
traiter des cellules capables de secr£ter de la 
semaphorine - 3A . 
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La presente invention envisage done d 1 introduire, a 
proximite des cellules tumorales epitheliales, des cellules 
capables de secreter de la semaphorine-3A. 

En pratique, de telles cellules peuvent consister en 
5 des cellules de types epith£liale ou fibroblaste capables de 
secreter la semaphorine-3A, de fa<?on naturelle ou apres 
modification desdites cellules, et peuvent etre obtenues par 
toute technique d'ingenierie genetique connue de l ! homme de 
l ! art, comme 1 1 integration d'un vecteur contenant un gene 
10 codant pour la semaphorine-3A dans le genome desdites 
cellules . 

Un cinquieme mode de mise en oeuvre du procede de 
traitement selon 1' invention consiste a introduire, au sein 
desdites cellules tumorales epitheliales et/ou a proximite 
15 desdites cellules tumorales epitheliales, toute substance 
analogue a la semaphorine-3A. 

Par "substance analogue a la semaphorine-3A" , il faut 
comprendre toute substance, naturelle ou de synthese, qui 
. presente les mimes proprietes que la semaphorine-3A ou, tout 
20 au moins, sa capacity a agir directement sur les cellules 
tumorales epitheliales independamment du VEGF 165 . Pour ce 
faire, elle doit egalement presenter la mime faculte de 
liaison a la neuropil ine- 1 . 

Dans une forme particuliere d ! execution de la presente 
25 invention, il est egalement envisage un procede de criblage 
de substances analogues a la semaphorine-3A. 

Pour ce faire, la presente invention decrit un procede 
d 1 identification de toute substance analogue a la 
semaphorine-3A qui consiste a effectuer, sur des cellules 
30 tumorales epitheliales, un test d' invasion en l f absence de 
VEGF 165 , ou en presence de VEGF 165 mais avec concomitamment 
presence d'une substance bloquant l 1 action dudit VEGF 165 , et a 
retenir comme analogues les substances qui inhibent ladite 
invasion. 

3 5 Selon un autre aspect encore de la presente invention, 

il est envisage une composition pharmaceutique destin^e au 
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traitement des cancers, notamment de la prostate, et, plus 
particulierement, a I 1 inhibition de I'invasivite des cellules 
tumorales epitheliales. 

Plus particulierement, la presente invention envisage 
5 une composition pharmaceutique pour I 1 inhibition de 
I'invasivite des cellules tumoraies epitheliales qui comprend 
tout ou partie de la s6maphorine-3A ou du gene codant pour 
ladite semaphorine-3A. 

Une autre forme de realisation de la presente invention 
10 consiste en une composition pharmaceutique pour l 1 inhibition 
de I'invasivite des cellules tumorales.- epitheliales qui. 
comprend au moins une substance analogue a la semaphorine-3A. , 

-L 1 invention sera mieux comprise a la lumiSre des 
resultats des experiences suivantes qui se divisent en deux 
15 parties, a savoir une premiere partie touchant 1* expression 
du gene codant pour la semaphorine-3A et une seconde partie 
concernant l 1 action anti-invasivite de la semaphorine-3A. 

' MATERIEL ET METHODE . 

20 

I- Mesure d' expression du gene codant pour la 
semaphorine-3A 

J. 2 . Patients et echantillons 
25 Quarante-quatre tumeurs primaires de la prostate ont 

ete analysees. 

Les echantillons de tumeur ont ete obtenus aupres de 
patients subissant une operation chirurgicale a l'hopital 
St-Louis a Paris, l'hopital La Cavale Blanche a Brest et le 

30 CHU de Nancy (France) . Trente-deux patients avaient une 
tumeur localisee cliniquement a la prostate, dont dix-sept 
etaient limitees a la prostate et quinze avaient une 
extension . extra- capsulaire . Douze patients presentaient des 
carcinomes hormono-ref ractaires . 

35 Sept echantillons tissulaires de prostate saine ainsi 

que des ARN issus d'un ensemble de 47 tissus prostatiques 
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humains sains (commercialises par Clontech, Palo-Alto, CA) 
ont ete utilises pour determiner la quantite de reference 
d'ARNm codant pour la semaphorine-3A dans un tissu 
prostatique sain. 

5 

1.2 • Tissus selectionnes 

Les echantillons de tumeur maligne ainsi que de tumeur 
benigne, qui ont 6te localisees cliniquement , ont ete obtenus 
par prostatectomie radicale, alors que les tumeurs hormono- 

10 refractaires ont 6te obtenues par resection transurethral . 

Une partie des tissus selectionnes a ete immediatement 
placee dans 1' azote liquide pour en extraire les acides 
nucleiques, alors que les sections adjacentes ont ete 
color6es avec H/E (Hematoxyline et Eosine) et ont ete 

15 examinees histologiquement. 

Les zones malignes des echantillons de tumeurs ont ete 
soigneusement selectionn<Ses par microdissection de maniere a 
obtenir une population cellulaire homogene et ainsi eviter 
toute "dilution" des modifications genetiques specifiques aux 

20 tumeurs avec les acides nucleiques de cellules normales et 
react ives presentes dans le mime echantillon. 

Pour ces raisons, un Echantillon est considere comme 
convenaiole pour des etudes moleculaires si la proportion de 
cellules tumorales est superieure a 90% des cellules 

25 epitheliales . Le diagnostic histologique, le classement 
clinique base sur le systeme TMM et les scores de Gleason ont 
ete determines dans chaque cas au cours d'une manipulation 
apres une operation chirurgicale . Douze etaient des tumeurs 
hormono-refractaires alors qu 1 apres un examen pathologique, 

30 17 des 32 tumeurs Staient strictement localisees (pT2) et 15 
presentaient un depassement capsulaire (pT3) . Les scores de 
Gleason des carcinomes etaient 4-6 (7 cas) , 7 (24 cas) et 
8-10 (13 cas) . 

Les tissus prostatiques sains ont ete obtenus par 
35 prostatectomie radicale, verifies histologiquement et 
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selectionnes en fonction de leur normalite et du type de 
composant cellulaire epithelial. 

T. 3 - Extraction des acides nucleiques 

5 

a) Extraction des ARN 

Les ARN totaux ont ete extraits a partir d' echantillons 
de tissu en utilisant de 1 1 acide -phenol de guanidium. La 
qualite des echantillons d'ARN a ete controlee par 
10 £lectrophorese sur gel d 1 agarose et coloration au bromure 
d'ethidium. Les bandes d 'ARN 18S et 28S ont ete visualisees 
sous' lumi'ere ultra-violette afin de verifier l 1 evaluation de 
1 1 extraction. 

15 b) Synthese des ADNc 

Les ARN ont subi une transcription inverse dans un 
volume final de 20 jo.1 contenant un tampon RT IX (500 mM de 
chague dNTP, 3 mM de MgCl 2 , 75 mM de KC1 7 50 mM de Tris-HCl a 
pH 8,3), 10 unites d' inhibiteur de la ribonuclease" Rnasin® 

20 (Promega, Madison, WI) , 10 mM de dithiothreitol , 50 unites de 
transcriptase reverse Superscript II Rnase H~ (Gibco BRL, 
Gaithersburg, MD) , 1,5 mM d • hexameres aleatoires (Pharmacia, 
Uppsala, Suede) et 1 fxg d'ARN totaux. Les echantillons ont 
ete incubes a 2 0°C pendant 10 minutes et a 42 °C pendant 3 0 

25 minutes, et la transcriptase reverse a ete inactivee par 
chauffage Sl 99°C pendant 5 minutes et ref roidissement k 5°C 
pendant 5 minutes . 

1.4. RT-PCR quantitative en temps reel 

30 Les valeurs quantitatives ont ete obtenues a partir du 

nombre de* cycles seuil (Ct) auquel 1 ' augmentation du signal 
associee a une croissance exponentielle du produit PCR 
commence a etre detectee (en utilisant un programme d 1 analyse 
Biosystems PE) , selon le manuel du fabricant. 

35 La quantite precise d ! ARN totaux ajoutee a chaque 

reaction (basee sur la densite optique) et sa qualite (c'est- 
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a-dire l 1 absence de degradation extensive) sont toutes deux 
difficiles a maitriser. Par consequent, les transcrits du 
gene RPLPO (aussi connu comme 36B4) codant pour la 
phosphoproteine acide ribosomale humaine (PO) ont ete 
5 quantifies comme contrSle d'ARN endogene, et chaque 
Echantillon a ete normalise sur la base de son contenu en 
RPLPPO. Une tumeur de la prostate (T3 0) qui contenait le plus 
petit taux quantifiable avec certitude d'ARNm codant pour la 
semaphorine-3A dans les essais a ete utilisee comme 
10 calibreur. 

•.Les resultats finaux, nommes Nsema3A et exprimes en 
difference de N-fois entre l 1 expression relative de la 
semaphorine-3A par rapport au gene RPLPO et au calibreur, ont 
ete determines comme suit : 

15 

„ (Act (echantillon) - Act (calibreur) ) 



oti les valeurs Act de 1 1 echantillon et du calibreur ont 
ete determinees par soustraction ;de la valeur moyenne par 
20 echantillon (chaque echantillon a_ ete teste deux fois) Ct du 
gene codant pour la semaphorine-3A de la valeur moyenne Ct du 
gene RPLPO. Le rapport a ete normalise de telle sorte que le 
rapport moyen des 7 ichantillons de prostate saine 
corresponde a une valeur de 1 . 

25 

.1.5. Amorces et produits pour la PCR 

Les amorces ont ete choisies avec 1' assistance des 
programmes inf ormatiques Oligo 4 (National Biosciences, 
Plymouth, MN) et Primer express (Perckin-Elmer Applied 

30 Biosystems, Foster city, CA) . Des recherches BLASTN ont ete 
effectuees contre dbEST et nr (le jeu non-redondant de- 
GenBank, bases de donnees de sequences EMBL et DDBJ) pour 
confirmer la specificite totale de gene des sequences 
nucleotidiques choisies comme amorces. Pour eviter 

35 1 1 amplification d'ADN genomique contaminant, une premiere 
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amorce a ete placee a la jonction de deux exons et une 
seconde dans un troisieme exon. 

II a ete verifie que, apres une reaction PCR, ces 
amorces donnaient une bande unique sur gel d ! agarose ; les 
produits de PCR ont de plus ete purifies et sequences pour 
confirmer la specificity des amorces. 

Les sequence nucleotidiques des amorces sont les 
suivantes : 

S emaphor ine - 3 A 

Upper primer ■- 5 f -CCTATGAACAATCGCCCAATAGTG-3 1 
Lower primer 5 1 -CTTTAAGAACGGTCCCAACATCTGT-3 1 

RPLPO 

Upper primer 5 1 -GGCGACCTGGAAGTCCAACT-3 1 

Lower primer 5 ' -CCATCAGCACCACAGCCTTC-3 1 

I. 6. amplification PCR 

Toutes les reactions PCR. ont. ete ef f ectuees . . en 
utilisant un systeme de detection de sequence Prism ABI 7000 
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) . La PCR a ete effectuee en 
utilisant le kit de reactifs SYBR® Green PCR Core (Perkin- 
Elmer Applied Biosystems) . Les conditions au cours des cycles 
thermiques comprennent une etape initiale de denaturation a : 
95 °C pendant 10 minutes et 45 cycles comprenant 15 secondes a 
95 °C suivi de 1 minute a 65 °C. Les experiences ont ete 
eff ectuees en double pour chaque point de donnees. 

II. Essais d'invasivite 

II. 1. Clonage de la semaphorine-3A. 

L'ADNc de la semaphorine-3A, d'une taille de 2,3 kb, a 
ete obtenu par RT-PCR a partir de la lignee prostatique 
CaHPVlO. Cet ADNc a tout d'abord ete clon6 entre les sites de 
restriction EcoRI et XBal du vecteur d' expression 
pcDNA3.l/Zeo (+) (Invitrogen) . II a ensuite ete modifi£ par 
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PCR, afin de supprimer le codon de terminaison de la 
traduction, et a finalement ete clone, en phase avec les 
Epitopes myc et histidine, entre les sites de restriction 
EcoRI et XBal du vecteur pcDNA4/Myc-His (Invitrogen) . 
5 L'integrite de l'ADNc, clone dans le vecteur pcDNA4/Myc-His, 
a ete verifiee par sequengage direct. Sa sequence est 
identique a celle publiee par Kolodkin et al . 
(n° accession L26081) . 

Les sequences des amorces utilisees pour 
10 1 ' amplification sont les suivantes : 

Amorce 5' : 5' CGG AAT TCT GCA GCA TGG GCT GGT TAA CT 3' 
Amorce 3' : 5' GCT CTA GAT CAG ACA CTC CTG GGT GCC CT 3' 

15 Les sequences des amorces utilisees pour supprimer le 

codon stop sont les suivantes : 

Amorce 5' : 5' GGA ACA TGG GTT CAT ACA AAC TCT TCT TA 3' 
Amorce 3' : .5' GC TCT AGA GAC ACT CCT GGG TGC C 3f. 

20 

11. 2. Preparation de milieu conditionne. 

Les cellules Cos-7 (ECACC) sont ensemencees a raison de 
20 000 cellules/cm 2 dans du RPMI 10% FCS, 24 heures avant la 
transfection dans un f lacon de 75 cm 3 (T75) . Les cellules 

25 sont transfectees soit par le vecteur pcDNA4/Myc-HIS soit par 
ce vecteur contenant l'ADNc de la semaphorine-3A. Le melange 
suivant est ajoute pour un f lacon T75 : 15 /zg d'ADN dans 
1,5 ml de RPMI sans serum contenant 45 ill de FuGENE 6 
(Roche) . Les cellules sont incubees 72 heures a 37 °C dans une 

3 0 etuve a C0 2 . Le surnageant est recolte puis centrifuge 2 fois 
pour eliminer les debris cellulaires. 

11. 3. Controle de la presence de semaphorine-3A dans le 
milieu conditionne par immunoprecipitation et Western-blot. 

35 Un ml de milieu conditionne, recolte 72 heures apres la 

transfection des cellules, est incube avec 2 fig d'anticorps 
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monoclonal ant i-myc (Santa Cruz mouse monoclonal anti-c-Myc 
sc-40) a 4°C, pendant 16 heures sur agitateur rotatif. Le 
complexe forme par l'anticorps est precipite par 20 /xl de 
billes de sepharose G (Amersham Pharmacia Biotech) diluees au 
5 demi dans du PBS. Le melange est incub£ 30 minutes a 4°C sur 
agitateur rotatif. Apres centrifugation, le culot contenant 
le complexe Sema3Amyc-anticorps-billes est repris dans 20 fil 
de tampon Laemmli Sample Buffer (Biorad) et charge sur gel 
SDS-PAGE 7%. En parallele, les cellules Cos -7 transfectees 
10 par pcDNA4/Myc-HIS vide ou contenant la semaphorine-3A sont 
lysees dans le' £ampon contenant 50 mM de. Tris pH 8,/. 200 mM de 
NaCl, 1% NP40, 0,5% d'acide deoxycholique, 0,05% SDS, 2mM 
d'EDTA. 

Par "vide", il faut comprendre "ne comprenant pas de 
15 semaphorine-3A" . 

Cinquante microgrammes de proteines venant de l'extrait 
total sont chargees sur gel SDS-PAGE 7%. Apres migration, les 
proteines sont transferees sur membrane de nitrocellulose. La 
membrane est incubee 1 heure a temperature ambiante dans . du 
20 PBS contenant 5% de lait ecreme (Biorad) pour bloquer les 
sites non specif iques. La membrane est ensuite incubee 

1 heure a temperature ambiante avec l'anticorps primaire anti 
myc (mouse monoclonal anti c-Myc sc-40, Santa Cruz) dilue a 

2 ng/ml dans du PBS contenant 5% de lait ecreme. La membrane 
25 est rincee 4 fois, a chaque fois pendant 10 minutes, dans du 

PBS contenant 0,1% tween 20 avant d'etre incubee 1 heure a 
temperature ambiante avec l'anticorps secondaire (Rabbit anti 
mouse HRP, Dako) . Le ringage est identique a celui decrit 
precedemment puis la membrane est incubee 5 minutes dans le 
3 0 reactif ECL Plus (Amersham Pharmacia Biotech) . La detection 
de la fluorescence est effectuee grace a un detecteur Storm. 

Les resultats sont regroupes dans la figure 1, dans 
laquelle : 

colonne 1 : immunoprecipitation et Western-blot avec 
35 anticorps anti-myc sur 1 ml de milieu de cellules Cos-7 
transfectees avec pcDNA4.1 vide, 



WO 02/086157 PCT/FR02/00118 

19 

colonne 2 : immunoprecipitation et Western-blot avec 
anticorps anti-myc sur 1 ml de milieu de cellules Cos-7 
transfectees avec pcDNA4.1 contenant l'ADNc de la 
semaphorine - 3A, et 
5 colonne 3 : Western blot realise sur 50 ng d'extrait 

total de cellules Cos-7. 

II. 4. Essais d' invasion. 

Les cellules PC3 sont deposees a raison de 4 0 000 

10 cellules par puits dans des chambres d' invasion (BioCoat 
Matrigel Invasion. Chamber, Becton Dickinson, Bedford, MA) 
dans du milieu conditionne (pcDNA4/Myc-HIS vide ou contenant 
la semaphorine-3A) . Le milieu conditionne est egalement 
depose dans le compartiment inferieur de la chambre. Pour les 

15 essais realises en presence d' anticorps ant i-VEGF 165 (AF-293- 
NA, R&D system) , cet anticorps est ajoute a la concentration 
de 0,5 |ig/ml dans le milieu conditionne. Les cellules sont 
incub€es 48 heures a 37 °C dans un incubateur a C0 2 puis les 
cellules non . invasives sont eliminees du compartiment 

20 superieur de la chambre d' invasion. Les cellules invasives 
ont digere le matrigel, traverse , les pores de 8 fxm de la 
membrane et adherent sur la face inf erieure" de la membrane. 
Afin de quantifier les cellules invasives, celles-ci sont 
colorees avec une solution contenant 0,5% de crystal violet 

25 dans 25% de methanol. La membrane est alors decoupee et 
mont<§e entre lame et lamelle. Les cellules sont ensuite 
quantifiees par observation sous microscope. 

Les resultats sont regroupes dans la figure 2, dans 
laquelle : 

3 0 colonne 1 : milieu conditionne provenant de cellules 

Cos-7 transfectees par pcDNA4 . 1 vide et en absence de VEGF 165 , 
colonne 2 : milieu conditionne provenant de cellules 
Cos-7 transfectees par pcDNA4 contenant I'ADNc de la 
semaphorine -3A et en absence de VEGF 165 , 
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colonne 3 : milieu conditionne provenant de cellules 
Cos-7 transfecte par pcDAN4.1 vide et en presence de 
l 1 ant i corps anti-VEGF 16S , 

colonne 4 : milieu conditionne provenant de cellules 
5 Cos-7, transfectees par pcDNA4 contenant l'ADNc de la 
semaphorine-3A en presence de l'anticorps anti-VEGF 165 , et 

RESULTATS 

10 I. Me sure d' expression du gene codant pour la 

semaphor ine-3A 

Les niveaux d 1 expression relative de la semaphorine-3A 
pnt ete quantifies dans 44 tumeurs malignes, 7 correspondant 

15 a des tissus de prostate saine, et les ARN d ! un ensemble de 
47 tissus de prostate humaine saine (Clontech) . Les niveaux 
d' expression sont determines sous la forme de rapports entre 
la semaphor ine- 3 A et le gene RPLPO de r<Sf<§rence afin de 
corriger les variations dans la. quant ite d'ARN. 

20 Pour un echantillon individuel, une sous-expression est 

consideree comme significative si le niveau d ! expression est 
inferieur a la valeur moyenne de 1 'expression de semaphorine- 
3A dans les echantillons normaux moins 3 fois la deviation 
standard. 

25 Vingt-quatre des 32 echantillons de tumeurs 

cliniquement localisees et 6 des 12 echantillons de tumeurs 
hormono-ref ractaires montrent une sous-expression de la 
semaphor ine - 3 A . 

Dans 1' ensemble, les resultats montrent une diminution 

30 significative de 1' expression de la semaphorine-3A dans les 
echantillons de tumeurs prostatiques par rapport aux 
echantillons de prostate saine (p<0,001). La semaphorine-3A 
apparait ainsi sous-exprimee d f un facteur 10 environ dans les 
echantillons tumoraux par rapport au tissu normal. 
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II. Essais d'invasivite 

L'ADNc de la semaphorine-3A a ete clone en phase avec 
les epitopes myc et histidine du vecteur pcDNA4/Myc-HIS . La 
5 proteine produite contient done les epitopes myc et his. II a 
ete prepare un milieu de culture cellulaire contenant la 
forme .soluble de la semaphorine-3A en transfectant des 
cellules Cos-7. Soixante-douze h'eures apres transf ection, le 
milieu est recolte et utilise pour les experiences 

10 d' invasion. La presence de semaphorine-3A a ete detectee, par 
immunoprgcipitation et Western-blotting, dans le surnageant 
et les extraits cellulaires des cellules Cos-7 transfectees 
(Figure 1, colonnes 2 et 3) . En controle, il a et<§ montre que 
le surnageant des cellules Cos-7 transfectees par le vecteur 

15 pcDNA4 /Myc -HIS ne contient pas de semaphorine-3A (Figure 1, 
colonne 1) . 

Les experiences d' invasion ont ete realis6es avec des. 
cellules prostatiques tumorales PC3 et ont montre que ces 
cellules surexpriment la neuropiline et expriment de. , tres 

20 faibles quantites de semaphorine-3A qui est un de ses 
ligands. On a cherche a determiner si la restauration d'une 
expression de la semaphorine-3A pouvait jouer un role dans 
1' inhibition des proprietes tumorales des cellules PC3 . A 
cette fin, les experiences d' invasion ont ete realisees dans 

25 des chambres contenant du matrigel depose sur une membrane 
qui possede des pores de 8 p. Les cellules ont ete deposees 
dans le compart iment superieur de la chambre dans du milieu 
de culture, le compartiment inferieur contenant egalement du 
milieu. Des cellules invasives digerent le matrigel et 

3 0 migrent a travers les pores dans le compartiment inferieur. 
Les experiences ont' ete realisees en presence de milieu 
conditionne prepare, d'une part, a partir de surnageant de 
cellules Cos-7 transfectees par le vecteur pcDNA4/Myc-HIS 
(milieu contrSle) et, d' autre part, a partir du surnageant de 

35 cellules Cos-7 transfectees avec le vecteur .pcDNA4'/Myc-HIS 
contenant l'ADNc de la semaphorine-3A. Deux experiences 
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independantes ont et# realisees en triple pour chaque 
condition. Les cellules invasives ont et£ quantifiees sous la 
membrane en microscopie et, pour chaque chambre d' invasion, 
deux champs differents ont ete quantifies. Les resultats sont 
5 pr£sentes sous forme de pourcentages par rapport au nombre de 
cellules invasives dans le milieu vide ou de controle : on 
constate que la presence de semaphorine-3A dans le milieu 
inhibe la capacite invasive des cellules PC3 de 60 a 70% 
(Figure 2, colonnes 1 et 2) . Les inventeurs ont montre que 

10 les cellules PC3 secretent de faibles quantites de VEGF 165< 
Afin de confirmer le role de la semaphorine-3A independamment 
de la voie VEGF 165 , des experiences d' invasion en presence 
d'un anticorps bloquant 1' action du VEGF 165 secrete par les 
cellules PC3 ont ete realisees. L' anticorps ajoute a la 

15 concentration de 0,5 |ig/ml dans le milieu conditionne ne 
modifie pas 1' invasion des cellules PC3 que ce soit en 
1' absence (Figure 2, colonne 3) ou en presence de la 
semaphorine-3A dans le milieu conditionne (Figure 2, colonne 
4) .Le role inhibiteur de la semaphorine-3A ,sur la capacite 

20 invasive des cellules PC3 est done ainsi montr£. II a 
egalement et£ demontre que le VEGF 165 secrete par les cellules 
PC3 n'a pas d'effet sur I'invasivite des cellules, puisque le 
blocage du VEGF 1S5 par un anticorps specifique ne modifie pas 
I'invasivite des cellules. En consequence, la s§maphorine-3A 

25 a bien un role direct et agoniste qui inhibe fortement le 
pouvoir invasif des cellules tumorales epitheliales . 
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RE VEND I CAT I QNS 

1. Procede d' evaluation in vitro de 1 ■ agressivite de 
cellules tumorales d'un echantillon de tumeur a tester, 

5 caracterise en ce qu'il consiste a mesurer le niveau 
d 1 expression de tout ou partie du gene codant pour la 
semaphorine-3A dans des cellules epitheliales saines et 
dans des cellules tumorales epitheliales dudit echantillon 
et a declarer lesdites cellules tumorales comme etant a 
10 fort pouvoir invasif si une sous -expression - dudit gene y 
est observee. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

i) quantification in vitro du produit d' expression de 
15 tout ou partie du gene codant pour la semaphorine-3A au 

sein, d'une part, desdites cellules tumorales et, d' autre 
part, desdites cellules saines, 

ii) comparaison des resultats obtenus a 1'etape i) , 

et 

2 0 iii) declaration de la tumeur comme etant a fort 

pouvoir invasif si une sous -expression d'un facteur d'au 
moins 3 est observee . 

3-. Procede selon la revendication 2, caracterise en 
ce que ladite tumeur est declaree a fort pouvoir invasif si 

2 5 une sous-expression d'un facteur d'au moins 10 est 

observee . 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications 
1 a 3, caracterise en ce que lesdites cellules tumorales 
consistent en des cellules prostatiques . 

3 0 5. Procede devaluation in vitro de l'efficacite d'un 

■ traitement anti-tumoral, caracterise en ce qu'il consiste §. 
mesurer, sur un prelevement de cellules tumorales 
epitheliales, le niveau d' expression de tout ou partie du 
gene codant pour la semaphorine-3A a des intervalles de 
3 5 temps predetermines et a declarer ledit traitement comme 
efficace si l'on observe, au cours des differents 
intervalles de temps predetermines, une augmentation de 
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l 1 expression de tout ou partie du gene codant pour la 
semaphorine -3 A: 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 
2 a 5, caracterise en ce que ledit produit d 1 expression 

5 consiste en des ARN et/ou ADNc. 

7. Kit pour la mise en oeuvre du procede selon la 
revendication 6, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) les amorces s'hybridant specif iquement avec les 
ARN et/ou ADNc issus de tout ou partie du gene codant pour 

10 la semaphorine -3A, et 

b) les tampons et enzymes necessaires aux reactions 
•d 1 amplification, de marquage et d 1 hybridation. 

8. Procede! selon l'une quelconque des revendications 
2 a 5, caracterise en ce que ledit produit d' expression 

15 consiste en des proteines., 

9. Kit pour la mise en oeuvre du procede selon la 
revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend : 

a) les anticorps se complexant specif iquement avec 
les proteines issues de tout ou partie du gene codant pour 

20 la semaphorine -3A, 

b) les tampons et enzymes necessaires aux reactions 
d' amplification, de marquage et d 'hybridation. 

10. Procede d' inhibition du pouvoir invasif de 
cellules tumorales epitheliales, caracterise en ce qu'il 

25 consiste a augmenter le taux de semaphorine -3A present au 
sein, et/ou a proximite, desdites cellules tumorales 
epitheliales . 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en 
ce qu'il consiste a augmenter l 1 expression de tout ou 

30 partie du gene endogene codant pour la semaphorine -3A dans 
les cellules tumorales epitheliales et/ou a proximity 
desdites cellules. 

12. Procedd selon la revendication 10, caracteris£ en 
ce qu'il consiste a introduire, au sein desdites cellules 

35 tumorales epitheliales et/ou a proximite desdites cellules, 
tout ou partie d'une sequence nucleotidique codant pour la 
semaphorine - 3 A . 
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13. ProcedE selon la revendication 10, caracterise en 
ce qu'il consiste' a 'introduire, au sein desdites cellules 
tumorales epitheliales et/ou a proximite desdites cellules, 
un polypeptide comprenant tout ou partie de la semaphorine- 

5 3A en l'etat ou partiellement mutee. 

14. Procede selon la revendication 10, caracterise en 
ce qu'il consiste a introduire, a proximite des cellules 
tumorales epitheliales, des cellules capables de secreter 
de la semaphorine-3A. 

10 15. Procede d ! inhibition du pouvoir invasif de 

cellules tumorales epitheliales, caracterise en ce qu'il 
consiste a introduire, au sein desdites cellules tumorales 
epitheliales et/ou a proximite desdites cellules tumorales 
epitheliales, toute substance analogue a la semaphorine-3A. 

15 16. Procede d 1 identification de toute substance 

analogue a la s6maphorine-3A, caracterise en ce qu'il 
consiste a effectuer, sur des cellules tumorales 
epitheliales, un test d' invasion en 1 ■ absence de VEGF 165 , ou 
en presence de VEGF 165 .mais avec concomitamment presence 

20 d'une substance bloquant l'action dudit VEGF 16S , et a 
retenir comme analogues les substances qui inhibent ladite 
invasion. 

17. Composition pharmaceutique pour 1' inhibition de 
l'invasivite des cellules tumorales Epitheliales, 

25 caracterisee en ce qu'elle comprend tout ou partie de la 
semaphorine-3A ou du gene codant pour ladite semaphorine- 
3A. 

18. Composition pharmaceutique pour 1 ! inhibition de 
l'invasivite des cellules tumorales Epitheliales, 

30 caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une substance 
analogue a la semaphorine-3A. 
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FIGURE 1 
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